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RESUMO

O acido Usnico, resultante do metabolismo secundério liquénico apresenta relevantes atividades
biologicas, tais como antitumoral, antiproliferativa e antiviral. Porém, a sua aplicacéo
terapéutica é bastante limitada devido a relatos de efeitos colaterais, como toxicidade
reprodutiva. Desta forma, é necessario o desenvolvimento de alternativas inovadoras, a
exemplo da encapsulacdo em microesferas de copolimero de &cido lactico e glicélico (PLGA),
que permite aumentar a eficiéncia terapéutica e diminuir os efeitos toxicos dos compostos. Em
vista disto, este trabalho objetivou investigar o efeito do acido usnico de cladonia substellata
encapsulado em microesferas de PLGA sobre a ossificacdo endocondral dos membros da prole
de de ratas Wistar. As microesferas contendo acido Usnico foram preparadas utilizando a técnica
de emulsdo multipla, seguida de evaporacdo do solvente, e caracterizadas através da eficiéncia
de encapsulacdo. No estudo experimental foram utilizadas 12 ratas Wistar, que foram
distribuidas aleatoriamente em grupo controle (n=6) e tratado (n=6), da prole de cada rata em
estudo foram analisados 6 fetos, totalizando 72 fetos. As fémeas do grupo controle receberam
1,0 ml de solucéo fisioldgica, e as do grupo tratado no periodo do 6° ao 15° dia de gestagdo
receberam dose de 25 mg/kg/dia de acido usnico encapsulado em microesferas de PLGA por
via oral. Ao 20° dia de gestacédo as fémeas foram eutanasiadas e seus fetos retirados para analise
histomorfométrica dos membros anteriores e posteriores. Os resultados das observagdes
histoldgicas da ossificacdo endocondral dos membros anteriores e posteriores dos fetos tratado
em relacdo ao controle foram similares, contudo a histomorfométria das zonas do disco
epifisario dos membros anteriores e posteriores dos fetos apresentaram as zonas de proliferacdo
e hipertrofica com diferencgas significativas (p <0,05) em relacdo ao grupo controle. Nas
andlises histomorfométricas da quantidade de fibras colagenas tipo | no tecido 6sseo dos
membros posteriores dos fetos tratados mostraram diferencas significativas (p <0,05) em
relacdo ao grupo controle. Com base nestes dados pode-se concluir que o acido Usnico de
Cladonia substellata encapsulado em microesferas de PLGA na dose de 25 mg/kg/dia por via
oral apresentou moderada toxicidade sobre os membros da prole de ratas Wistar. Desta forma,
esse estudo sugere que a liberacdo controlada do acido usnico de Cladonia substellata
encapsulado em microesferas de PLGA minimiza os efeitos da toxicidade do composto sobre

0 desenvolvimento 6sseo da prole de ratas Wistar.

Palavras chave: Desenvolvimento 0sseo. Embriofetotoxicidade. Encapsulagdo. Liquen.

Metabélito Secundario



ABSTRACT

The usnic acid resulting from the secondary liquenic metabolism presents relevantbiological
activities, such as antitumor, antiproliferative and antiviral. However, its therapeutic application
is very limited due to reports of side effects, such as reproductive toxicity. Thus, it is necessary
to develop innovative alternatives, such as encapsulation in microspheres of lactic and glycolic
acid copolymer (PLGA), which allows to increase the therapeutic efficiency and reduce the
toxic effects of the compounds. In view of this, this study aimed to investigate the effect of
Cladonia substellata usnic acid encapsulated in PLGA microspheres on the endochondral
ossification of the offspring of Wistar rats. The microspheres containing the usnic acid were
prepared using the multiple emulsion technique, followed by evaporation of the solvent, and
characterized by the encapsulation efficiency. In the experimental study, we used 12 Wistar
rats, which were randomly distributed in control group (n=6) and treated (n=6), of the offspring
of each rat in the study, six fetuses were analyzed, totaling 72 fetuses. The females of the control
group received 1.0 ml of saline solution, and those of the group treated in the period from 6th
to 15th day of gestation received a dose of 25 mg/kg/day of usnic acid encapsulated in PLGA
microspheres orally. On the 20th day of gestation, the females were euthanized and their fetuses
were removed for histomorphometric analysis of the anterior and posterior limbs. The results
of the histological observations of endochondral ossification of the anterior and posterior limbs
of the fetuses treated in relation to the control were similar, however the histomorphometry of
the epiphyseal disk zones of the anterior and posterior limbs of the fetuses showed the
proliferation and hypertrophic zones with significant differences (p <0,05) in relation to the
control group. In the histomorphometric analyses of the amount of collagen fibers type I in the
bone tissue of the posterior limbs of the treated fetuses showed significant differences (p < 0,05)
in relation to the control group. Based on these data it can be concluded that the Cladonia
substellata usnic acid encapsulated in PLGA microspheres at a dose of 25 mg/kg/day orally
presented moderate toxicity on the offspring of Wistar rats. Thus, this study suggests that the
controlled release of Cladonia substellata usnic acid encapsulated in PLGA microspheres
minimizes the effects of compound toxicity on the bone development of the offspring of Wistar

rats.

Keywords: Bone development. Embryotoxicity. Encapsulation. Lichen. Secondary metabolite
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1 INTRODUCAO

Os liquens séo resultantes da associacdo simbiotica entre fungos (micobionte) e uma
alga ou cianobactéria (fotobionte). Sdo uma das mais importantes fontes naturais de compostos
biologicamente ativos. Entre estes compostos destaca-se o0 acido Usnico, que é extensivamente
estudado, devido as suas diversas atividades bioldgicas (BENATTI; MARCELLI, 2007
OTAROLA et al., 2010; NUNES et al., 2011).

O acido usnico [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8-9b-dimetil-1,3(2H,90/BH)-
dibenzofurandiona; C18H1607], ¢ um composto de origem natural resultante do metabolismo
secundario de liquens, descrito na literatura com varias propriedades farmacoldgicas, tais como
antitumoral (SANTOS et al., 2006; BURLANDO et al., 2009), antiviral (SOKOLOV et al.,
2012; SHTRO et al., 2014), anti-inflamatério (VIJAYAKUMAR et al., 2000; SU et al., 2014),
antioxidante (BEHERA et al., 2012; SUWALSKY et al., 2015), antifungico (NITHYANAND
et al., 2015), inseticida e larvicida (SAHIB et al., 2008; BOMFIM et al., 2009).

Apesar das diversas atividades biologicas do acido uUsnico ja relatadas na literatura,
existem algumas limitacGes para sua aplicacdo terapéutica, como a alta hepatotoxicidade,
teratogenicidade, baixa hidrossolubilidade, toxicidade reprodutiva, e consequentemente, uma
diminuicdo na eficécia terapéutica (FRAVEAU et al., 2002; RIBEIRO-COSTA et al., 2004;
PRAMYOTHIN et al., 2004; SANCHEZ et al., 2006; SANTOS et al., 2006; SILVA, 2017;
SILVA et al.,2017; MARINHO et al., 2017).

Recentes estudos sobre a toxicidade reprodutiva do acido Usnico durante o periodo
gestacional relatam relevantes sinais de toxicidade na prole de ratas prenhes tratadas com o
composto na dose de 25 mg/kg/dia, apresentaram malformacdes morfoldgicas e histolégicas,
como atrofia, retardo no processo de ossificacdo endocondral e diminuicdo da quantidade de
coladgeno nos membros dos neonatos. Estes estudos demonstram a capacidade do acido Usnico
de promover malformac6es no desenvolvimento 6sseo. (SILVA et al., 2017; SILVA, 2017).

Alguns compostos quando administrados em fases sensiveis do desenvolvimento, como
o0 periodo gestacional e a idade infantil, podem interagir de forma negativa com o organismo
(DUEWELHENKE; KRUT; EYSEL, 2006), isto porque a maioria dos agentes quimicos
atravessam facilmente a placenta durante o periodo gestacional, podendo resultar em efeitos
importantes sobre o desenvolvimento de organismo passivo (embrido e/ou feto) (WEBSTER;
FREEMAN, 2001; LEMONICA et. al., 2008).

Experimentos realizados com a isotretinoina (acido 13-cis-retindico), um derivado da

vitamina A, que apresenta algumas propriedades farmacologicas semelhantes ao acido usnico,
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demonstraram efeitos indesejaveis na administracdo deste composto durante o processo de
ossificagdo endocondral em ratos jovens (PARCCELLI et al., 2015; CAJUEIRO et al., 2014).

A ossificacdo endocondral é a principal responsavel pela formacdo dos 0ssos curtos e
longos, a qual se inicia com um molde de cartilagem hialina. Este tipo de ossificacdo depende
da proliferacdo e diferenciacio da cartilagem hialina para sua formacéo. E bastante susceptivel
a interferéncias, visto que € um processo complexo e controlado. E a matriz extracelular do
tecido 0sseo € constituida principalmente por fibras coladgenas do tipo | que apresenta funcédo
estrutural dando resisténcia e suporte ao tecido (VELOSA et al., 2003; ATAYDE, 2011,
PARCCELLI et al., 2015; DOLCI, 2016).

A utilizacdo terapéutica de alguns compostos no sistema esquelético, como o acido
usnico em forma farmacéutica convencional torna-se muitas vezes inviavel, sendo necessario
alternativas que modifique as suas caracteristicas fisico-quimicas, minimize os seus efeitos
toxicos e melhore a sua biodisponibilidade (RIBEIRO-COSTA et al., 2004; DUEWELHENKE
et al., 2006; DA SILVA SANTOS et al., 2006).

Tais limitagdes impulsionaram o desenvolvimento de alternativas inovadoras, a
exemplo da encapsulacdo do acido Usnico em sistemas de liberacdo controlada, como as
microesferas de copolimero de acido lactico e glicélico (PLGA), que permitem diminuir os
efeitos tdxicos do composto no organismo, mantendo de forma eficaz o seu principio ativo, e
potencializando a sua aplicacédo terapéutica (RIBEIRO-COSTA et al., 2004; SANTOS et al.,
2006; SIQUEIRA-MOURA et al., 2009; GRUMEZESCU et al., 2014; MARTINELLI et al.,
2014).

Tendo em vista, os relatos dos efeitos toxicos do acido Usnico durante o periodo
gestacional, e a relevancia de pesquisas que desenvolva recursos biotecnolégicos que
viabilizem a utilizacdo na terapéutica, objetivou-se avaliar o efeito do acido Usnico de Cladonia
substellata encapsulado em microesferas de PLGA na dose de 25 mg/kg/dia por via oral sobre

a ossificacdo endocondral dos membros da prole de ratas Wistar.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

e Investigar o efeito do &cido Ushico de Cladonia substellata encapsulado em microesferas

de PLGA sobre a ossificagdo endocondral dos membros da prole de ratas Wistar.
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1.1.2 Objetivos Especificos

e Observar a histologia da ossificacdo endocondral dos membros anteriores e posteriores
dos neonatos;

e Auvaliar a histomorfometria das zonas de proliferacdo e hipertréfica do disco epifisério
dos membros anteriores e posteriores dos neonatos;

e Analisar a histomorfometria das fibras colagenas tipo | no tecido 6sseo dos membros

anteriores e posteriores dos neonatos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LIQUENS

Os liquens sdo seres vivos resultantes de associagBes simbioticas entre algas e/ou
cianobactérias (fotobiontes) e fungos (micobiontes), os quais consistem 90% do volume dos
liqguens. Os fungos que constituem os liquens sdo na sua maioria (98%) do Filo Ascomycota,
pertencentes ao Reino Fungi. Enquanto, as algas e as cianobactérias sdo do filo Chlorophyta e
Cyanophyta pertencentes aos Reinos Protista e Monera, respectivamente (CARRAZONI, 2003;
BENATTI; MARCELLLI, 2007; OTAROLA et al., 2010).

Estes organismos apresentam ampla distribuicao geografica, habitam desde os tropicos
aos polos. Estima-se que existam cerca de 18.500 espécies conhecidas de liquens, com dezenas
de novas espécies sendo descobertas a cada ano. S&o considerados cosmopolitas, podem ser
encontrados tantos em ambientes luminosos como sombreados, e suportam condig¢des extremas
de temperatura e umidade (COCHIETTO et al., 2002; VERA et al., 2002, 2004; NASH, 2008;
OKSANEN, 2006; MOLNAR; FARKAS, 2010).

O talo liquénico é classificado de acordo com seu aspecto morfol6gico, como foliosos
(Figura 1 A), crostosos (Figura 1 B), fruticosos (Figura 1 C), filamentosos (Figura 1 D),
dimorficos (Figura 1 E), esquamulosos (Figura 1 F). Fixam-se em diferentes tipos de substratos,
como rochas, solos, folhas, galhos e troncos de arvores e nos mais variados substratos desde
que encontre as condi¢fes necessarias para o seu desenvolvimento (BUDEL; SCHEIDEGGER,
2008; MARTINS, 2013).
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Figura 1: Classificacdo dos liquens. (A) folioso (Baeomyces placophyllus), (B) crostoso (Calopadia puiggarii),
(C) fruticoso (Cladia retipora), (D) filamentoso (Usnea scabrida), (E) dimorfico (Cladonia gracilis), (F)

esquamuloso (Xanthoria turbinata). Fonte: www.tropicallichens.net. Acesso em: 15.08.2018.

Os liquens produzem varias substancias que sdo divididas em metabdlitos primérios e
metabdlitos secundarios. Estes metabolitos séo classificados de acordo com a sua localizacéo
no talo. Os metabdlitos localizados nas partes intracelulares sdo chamados de metabolitos
primarios e estdo ligados na parede celular, dentre eles estdo os carotendides, os aminoacidos,
as proteinas, os glicolipideos, os carboidratos e os pigmentos (clorofila, xantofila, carotenos)
(BOUSTIE; TOMASI; GRUBE, 2010). Enquanto os metabdlitos localizados nas partes
extracelulares sdo denominados de metabolitos secundarios, encontrados na medula ou no
cortex (Figura 2), raramente nas duas camadas. Estes tém como exemplos os acidos Ushico,
protocetrarico, fumarprotocetarico, salazinico, lecandrico e entre outros. Estas substancias
liquénicas sdo insolUveis em agua, com peso molecular relativamente baixo (MULLER, 2001;
CARRAZONI, 2003; MOLNAR; FARKAS, 2010; MARTINS, 2013).
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Figura 2: Estrutura do talo liquénico. (C) Cértex; (Al) Algas; (Md) Medula; (Ca) Cordén axial. Fonte:

http://treparriscosfieldnotebook.blogspot.com.br/2014/02/anatomia-yestructura-del-talo-liquenico.html.

Acessn em 14 0] 2018

Os metabdlitos secundarios dos liquens apresentam uma infinidade de atividades
bioldgicas quando isolados. Estudos revelam que os metabdlitos secundarios liquénicos exibem
as mais variadas atividades bioldgicas, tais como antiviral, anti-inflamatéria, antioxidante e
antitumoral. Desta forma, as substéancias liquénicas vém despertando grandes interesses nos
pesquisadores em diversas areas, como na microbiologia, industrias de cosméticos e
principalmente na area da farmacologia em substancias, como fendlicas, depsideos, depsidonas,
depsonas, lactonas, quinonas, derivados do &cido pulvinico, dibenzofurano e &cido Usnico
(PIOVANO et. al., 2002; MOLNAR; FARKAS, 2010; NUNES et al., 2011; MARTINS, 2013).

Pesquisas relatam que os liquens sdo utilizados na alimentacdo humana em diferentes
culturas como na América, Europa, Asia e Africa. Por serem baratos de facil aquisicdo e por ter
propriedades nutritivas sdo bastantes utilizados sob forma de farinha para péo e bolo. Porém,
os liquens apresentam um carater acido apresentando um sabor amargo e além disso tém a
capacidade de acumular toxinas do meio ambiente (IVANOVA; IVANQV, 2009; MARTINS,
2013).

Substancias liquénicas sdo utilizadas nas industrias de perfumes (Figura 3)
comercializados em paises do Sudeste da Europa Central e exportado para Franca. Os
compostos aromaticos dos liquens séo extraidos com benzeno ou éter de petroleo. Desta forma,

torna-se um componente chave para serem utilizados como fixadores de perfumes de muitas
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fragrancias. Sdo também amplamente utilizados em diversos produtos nas inddstrias de
cosmeticos (Figura 4 A, B e C) (MARTINS, 2013; MARINHO, 2017).

Figura 3: Utilizacdo dos liquens na industria de perfumaria francesa. Perfumes franceses. Fonte:

http://www.sniffapaloozamagazine.com/ROSE.html. Acesso em 15.08.2018.

w’i
[R\} ‘\l)\
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Figura 4: Uso dos liquens na industria de cosméticos. (A) Composi¢do de log¢do apds barba, (B) composi¢do

da hena, (C) composicéao de coldnia. Fonte: www.lichens.com. Acesso em 17.08.2018.

Desde a antiguidade, os metabolicos secundarios obtidos de diferentes espécies de
liquens sdo utilizados como corantes (Figura 5). Outro uso interessante com os liquens era a
sua utilizacdo no processo de embalsamamento de mumias (Figura 6) no Egito Antigo,
aproximadamente 5.000 anos atras, por apresentar propriedades aromaticas, conservantes,

altamente absorventes e leves eram de grande utilidade neste processo (LLANO, 1951,

HUNECK, 1999; BATTS, CALDER 2004).


http://www.lichens.com/
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Figura 5. Tingimento de 1a com corantes obtidos de algumas espécies de liquens. Fonte:
www.allfiberarts.com/library/aa05/aa090105.html.http://ecologicalartist.worldpress.com.

http://ocid.nacse.org/lichenland/html/meeting.html. Acesso em 18.09.2018.

Figura 6: Liquens utilizados no processo de mumificagdo. Fonte:  http://www.solar
navigator.net/egyptiancatmummies.htm. Acesso em 18.09.2018.

Na medicina popular, os liquens sempre foram utilizados no tratamento de diversas
doencas em varias partes do mundo atraves do uso de chas e preparacBes contra diversas
enfermidades. Na india, os liquens do género Parmelia sdo utilizados para o tratamento de
diversas enfermidades, como dores de cabeca, doencas de pele, infeccdo urinaria, vomito,
diarreiae lepra (TIWARI et al., 2011). Alem da ampla utilizacao do uso dos liquens na medicina
popular, a industria farmacéutica, principalmente da Europa, comercializa alguns
medicamentos que tém como principio ativo substancias extraidas de liquens. Extratos da
Usnea barbata séo comercializados na Alemanha com o nome comercial de Granobil® (Figura


http://ocid.nacse.org/lichenland/html/meeting.html
http://www/
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7 A) para dores de garganta (FRANKOS, 2005). Outra aplicacdo na industria farmacéutica
europeia é a comercializacdo de pastilhas, denominadas Isla-Mint® e Isla-Moos® (Figura 7 B),
preparadas a partir de extratos obtidos da Cetraria islandica usadas para tratar doengas do trato
respiratorio superior. Além dessas pastilhas, outros medicamentos sdo feitos a partir da Cetraria
islandica, como por exemplo, 0s xaropes expectorantes de nomes comerciais Pulmobronquiol
Plus® e Tannenblut N® (Figura 7 C) (HECKER; VOLP, 2004).

-------------

Granobil

filr Hals und Rachen

o
o

S L
L

Figura 7: Exemplos de medicamentos obtidos dos liquens. (A) Remédio Granobil a base de Usnea Barbata,
(B) Pastilhas Isla-Mint® a base de Cetraria islandica, (C) Xarope Tannenblut N® a base de Cetraria

islandica. Fonte: www. eczanegulden.Com / main/ iceland moss. Acesso em 18.09.2018.

Além disso, os liqguens cumprem um importante papel ecoldgico de fixadores de
nitrogénio em ecossistemas aridas e constituem grande parte da biomassa de organismos
autotroéficos em ambientes de baixa disponibilidade de nutrientes. Sdo usados como
bioindicadores de poluicéo, pois, sdo capazes de absorver e acumular metais pesados e outros
elementos quimicos (WILL-WOLF et al., 2004; NASH, 2008; SOARES et al., 2014).

2.2 ACIDO USNICO

@) acido asnico, [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8-9b-dimetil-1,3(2H,90/BH)
dibenzofurandiona; C18H1607] (Figura 8), é um metabdlito secundario liquénico que foi
isolado pela primeira vez por Pfaff, em 1826 do género Cetraria. Pode ser isolado de varios
géneros, tais como, Cladonia (Cladoniaceae), Usnea (Usneaceae), Lecanora (Lecanoraceae),

Ramalina (Ramalinaceae) e Parmelia (Parmeliaceae). Este composto caracteriza-se por ser uma


http://www.eczanegulden/
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substancia de pigmentacdo amarelada e de baixa solubilidade em &gua (10 mg/100 mL a 25 °C).
Ocorre na natureza em duas formas enantioméricas (-) e (+), que indica uma projecdo angular
do grupamento metil localizado na posicdo 9b (MULLER, 2001; INGOLFSDOTTIR, 2002;
COCCHIETTO et al., 2002; SOKOLOV et al., 2012).

Figura 8: Estrutura quimica do &cido Ushico destacando o carbono quiral 9b.Fonte: SIQUEIRA-MOURA et
al. (2008).

Entre os metabdlitos secundarios dos liquens, o acido Usnico é um dos mais conhecidos
e estudados. E bastante utilizado na medicina popular no tratamento de micoses, dor de
garganta, dor de dente, febre e também utilizado como, antisséptico e cicatrizante
(INGOLFSDOTTIR, 2002). Além disso, apresenta diversas atividades bioldgicas, tais como
antibiotica (NUNES et al., 2011; COCCHIETTO et al., 2002; ELO, MATIKAINEN,
PELTTARI, 2007; SEGATORE et. al., 2012), anti-inflamatéria (VIJAYAKUMAR et. al.,
2000), antineoplasica (SANTOS et. al., 2006; RIBEIRO-COSTA et al., 2004; BRISDELLI et.
al., 2013), antiviral (SOKOLOQV, et. al., 2012), antioxidante (KOHLHARDT-FLOEHR et. al.,
2010, BEHERA; MAHADIK; MOREY, 2012) cicatrizante (BRUNO et. al., 2013) e pesticida
(MARTINS, 2013).

Na década de 40 foram realizadas as primeiras avaliacfes sobre a agdo antibacteriana
do &cido usnico. Os resultados observados demonstraram que o acido Usnico exercem
preferencialmente sua atividade contra bactérias Gram-positivas. Ao decorrer da década de 40
foram realizados ensaios com bactérias, inclusive as patogénicas ao homem, que demonstraram
que o acido usnico inibiu o crescimento de varias espécies de Pneumococcus, Staphylococcus,
Streptococcus e Mycobacterium (BUSTINZA, 1951; COCCHIETTO et al., 2002).
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Em anos seguintes, foram realizados testes in vivo na atividade de um novo composto
solivel em &gua, fabricado com o &cido Usnico, sob 0 nome comercial de USNO (usnato de
amonia), foi testado contra o fungo Trichophyton gallinae. Os resultados demonstraram que
apos 9-12 dias ouve o desaparecimento total das coldnias de fungos (VIRTANEN; KILPIO,
1957). O composto também foi testado contra leveduras presentes em secregdes
endobrénquicas de pacientes portadores de tuberculose pulmonar, sendo ativo contra espécies
de Candida e Saccaromyces (BENZINGER; TOMASIC, 1960; CAPRIOTTI, 1961).

Estudo demonstrou a atividade imunoldgica do &cido usnico através do uso de patch.
Neste estudo foi observado que a atividade bioldgica do &cido Usnico pode ser dependente da
presenca do grupo COCH3 na posi¢do? e do grupo CHs na posi¢do 9 na molécula (MITCHELL;
SHIBATA, 1969).

Campos e Lopez (1972), relataram que o &cido usnico inibiu a taxa de respiracdo e a
atividade da amilase, protease, fosfatase. Em 1973, estudos com a germinagdo de sementes,
demonstraram que o uso do acido Usnhico pode inativar algumas enzimas, como por exemplo,
glutamato desidrogenase e a urease (VICENTE, GUERRA; VALLE, 1973; VICENTE et al.,
1978).

Morris Kupchan e Kopperman (1975) foram os primeiros a investigar a atividade
antitumoral com o carcinoma pulmonar de Lewis em ratos. Através desta investigacdo outros
estudos demonstram que a capacidade do acido Usnico de inibir células tumorais depende tanto
da dose quanto do tempo em que os tumores ficam em contato com a substancia. Apés 46 h de
exposicao o percentual chegou a 90% de inibicdo do crescimento tumoral (CARDARELLI et
al., 1997).

Scirpa et al. (1999), analisaram o efeito de uma formulacéo vaginal contendo &cido
usnico e o sulfato de zinco em pacientes do sexo feminino infectadas com o virus do papiloma
humano (HPV). Observaram resultados favoraveis, tanto na reepitelizacdo das lesdes, quanto
na recorréncia de infec¢do ao longo de um periodo de seis meses.

Vijayakumar et al. (2002), estudaram a acéo anti-inflamatoria do acido usnico em ratos
Wistar com edema de pata, os resultados revelaram uma significante atividade em doses
dependentes do acido usnico comparado com o ibuprofeno. Neste mesmo ano, pesquisas
mostraram que o &cido Usnico € um potente inibidor da proliferacdo do papiloma virus em ratos,
inibindo a sintese de DNA viral e reprimindo a acdo da RNA transcriptase (CAMPANELLA et
al., 2002).
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Odabasoglu et al. (2006), foram os primeiros a observar o efeito antioxidante do acido
usnico no tratamento de Ulceras gastricas em modelo animal. Obtendo uma inibicdo
significativa da formacdo de espécies reativas de oxigénio e peroxidacdo lipidica.

A atividade inseticida do &cido usnico foi testada por Bomfim et al. (2009), contra o
mosquito da dengue, o Aedes aegypti. Foi demonstrado eficicia do acido Usnhico contra o
mosquito transmissor. Porém, na concentracdo avaliada, 0 mesmo mostrou-se ser toxico para
outros animais invertebrados nos ecossistemas.

O acido usnico também foi testado contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv, e 0s
resultados foram bastantes significativos com uma concentracéo inibitéria minima (MIC) de
62.5 ng mL-182 uM mL, quando comparado com o padrdo (HONDA et al, 2010).

A atividade larvicida do acido Usnico foi testada por Cetin et al. (2012) contra larvas do
mosquito Culiseta longiareolata. Apresentou uma alta atividade larvicida com os valores de
CL50 e CL90 iguais a 0,48 ppm e 1,54 ppm, respectivamente.

Bruno et al. (2013), avaliaram as propriedades cicatrizantes do acido Usnico. Os
experimentos foram realizados em ensaios in vitro e in vivo o qual exibiu um alto desempenho
no tratamento de feridas, que estimulou o fechamento das monocamadas de queratindcitos na
regido lesionada.

Martins (2013), investigou a atividade moluscicida do usnato de potassio, o qual é
sintetizado a partir do acido Usnico foi investigado por Martins (2013), em Biomphalaria
glabrata e seus embrides. Os resultados apresentaram 100% dos embrifes dos caracis mortos.

Nithyanand et al. (2015), avaliou a sensibilidade de biofilmes formados por Candida
albicans frente ao acido Usnico, a qual € a causa mais frequente de infeccBes associadas a
cateteres, e apresenta grande resisténcia a antifungicos. Os resultados apresentaram uma
reducdo significante (65%) na viabilidade das células metabolicamente ativas formadoras dos
biofilmes.

O é&cido usnico é uma das substancias liquénicas mais estudada, sendo considerado por
alguns autores como a de maior potencial para as diversas atividades biolégicas. Mas, apesar
de o &cido Usnico apresentar varias propriedades bioldgicas o seu mecanismo de a¢do néo esta

completamente elucidado.

2.3 SISTEMA DE LIBERACAO CONTROLADA
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As substancias liquénicas apresentam comprovada eficiéncia terapéutica. Porém,
existem algumas limitacGes para sua aplicacdo terapéutica, como a toxicidade reprodutiva. E
isto, € um dos problemas a serem resolvidos a partir do uso de novas formas de administracéo
que possam melhorar a sua biodisponibilidade e diminuir os seus efeitos toxicos (RIBEIRO-
COSTA et al., 2004; HENRIQUE, FALCARE, LOPES, 2006).

Desde as ultimas décadas, uma atencdo consideravel esteve voltada para o
desenvolvimento de novos sistemas de transporte de drogas com a finalidade de diminuir os
efeitos indesejaveis. Nestes sistemas, o farmaco esta ligado a um transportador (carreador), que
€ o responsadvel por contornar as propriedades fisico-quimicas limitantes dos farmacos
encapsulados, melhorando, desta forma, a potencializagdo do efeito terapéutico, o controle da
absorcéo, a distribuicdo tecidual e a reducdo da toxicidade local e sistémica (HENRIQUE,
FALCARE, LOPES, 2006; BARROCAS et al., 2007; PEZINNI, 2007).

Os sistemas de liberagéo controlada possuem dois objetivos principais: manter constante
a concentracdo da droga na faixa terapéutica assegurando uma maior biodisponibilidade, e
reduzir os efeitos colaterais. E quando comparados aos sistemas convencionais de
administracdo de farmacos, os sistemas de liberagcdo controlada oferecem a grande vantagem
de manter a concentracdo do farmaco constante na faixa terapéutica por um periodo prolongado
aumentando a eficacia terapéutica e diminuindo significativamente a toxicidade (Figura 9)
(HENRIQUE, FALCARE, LOPES, 2006; LYRA et al., 2007; PETITTI et al., 2008).

Nivel téxico

Nivel Plasmatico

Nivel sub-terapéutico

T T ‘& ;b Tempo (dia)

Al A2 A3 A4

Figura 9: Comparagdo das variagBes de concentracdes do principio ativo administrado em formas
farmacéuticas convencionais e de sistemas de liberagdo controlada. (a) Administracdo convencional, (b)
Administracdo por meio de sistemas liberagdo controlada, (Al, A2, A3, A4) Aplicacdo do farmaco. Fonte:
(LYRA et al., 2007).
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A composicgdo dos carreadores do sistema controlado de farmacos é de natureza muito
variada (lipidica, inorgénica e polimérica), dentre estes, o de natureza polimérica sdo os mais
Investigados e utilizados. Os carreadores devem ser escolhidos com base nas caracteristicas
fisico-quimicas do farmaco e via de administracdo. Entre os principais carreadores utilizados
atualmente, destacam-se os lipossomas, as ciclodextrinas e as microesferas (LOPES; LOBO;
COSTA, 2003; HENRIQUE, FALCARE, LOPES, 2006; PETITTI et al., 2008).

Entre as varias op¢des de material a ser utilizado na confeccdo dos carreadores
destacam-se 0s polimeros, que sdo agentes versateis e promissores. Eles sdo capazes de
controlar a liberagdo do farmaco, sustentar a acao terapéutica ao longo do tempo e de liberar o
farmaco ao nivel de um determinado tecido ou 6rgao alvo, devido a sua boa estabilidade fisico-
quimica e bioldgica, e a ampla variedade de polimeros existentes, como naturais, sintéticos ou
semissintéticos (VILANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).

Existem uma variedade de polimeros naturais biodegradaveis que podem ser utilizados
para a preparagdo de sistemas poliméricos de transporte, tais como a albumina, os alginatos, a
celulose, 0 amido e a quitosana. Porém, os polimeros naturais levam muito tempo para serem
degradados. E desta forma, retarda a liberacdo do farmaco no organismo, além de apresentarem
incompatibilidade com alguns constituintes das formulagcbes (HANS; LOWMAN, 2002;
SEVERINO et al., 2011; MARINHO et al., 2017).

Recentemente, 0s polimeros sintéticos biodegradaveis tém sido uma alternativa
promissora por apresentarem facilidade de modificacdo de sua caracteristica quimica,
biocompatibilidade e diminuicdo dos efeitos toxicos. E dentre eles destacam-se: os acidos
poliamino, poliamidas, poliacrilamidas, poliésteres, poliortoésteres e poliuretanos (JAIN, 2000;
SEVERINO et al., 2011; MARINHO et al., 2017).

Os poliésteres alifaticos sdo polimeros biodegradaveis em meio bioldgico, derivados de
acidos graxos e nao apresentam mutagenicidade, citotoxicidade e teratogenicidade. E por conta
disso, sdo os polimeros sintéticos mais explorados nos sistemas de liberacdo controlada. Séo
representados pelos poli (acido lactico) PLA, poli (acido glicolico) PGA, poli (caprolactona)
PCL e copolimeros dos acidos latico e glicélico (PLGA) (JAIN, 2000; KOTWA et al., 2007,
VILANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010; SEVERINO et al., 2011).

Os copolimeros dos acidos lactico e glicolico (PLGA) provocou um imenso interesse
nos pesquisadores devido a suas propriedades favoraveis, tais como a boa biocompatibilidade,
resisténcia mecénica e a biodegradabilidade, diminuindo as rea¢cdes adversas decorrentes de
fragmentos de degradacao de longo periodo, desaparecendo logo depois de cumprir sua funcéo,

sem a necessidade de intervengdes cirurgicas para sua retirada (KOTWA et al, 2007,
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VILANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010; SEVERINO et al., 2011). Além disso, a utilizagio
desse polimero em sistemas de liberacdo controlada j& é aprovada pelo Food and Drug
Administration (FDA) com comprovada seguranga para uso em humanos (SOARES et al.,
2005, MARINHO et al., 2017).

A cada dia sdo propostos novos sistemas inovadores baseados em polimeros sintéticos
ou naturais. Os sistemas controlados por difuséo séo os mais comumente utilizados, como os
sistemas reservatorios, que o principio ativo se encontra aprisionado no interior de uma barreira
de difusdo inerte, como exemplo: os lipossomas, nanocapsulas, fibras ocas e microcapsulas; e
sistemas matriciais ou monoliticos, que o principio ativo encontra-se homogeneamente disperso
ou dissolvido na matriz polimérica inerte, tais como: nanosferas e microesferas (Figura 10).
(FIGUEIREDO; DIAS; ARRUDA, 2008; VILANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010;
COIMBRA, 2010; MARINHO et al., 2017).

Uma das opcBes bastante empregada na liberacdo controlada de farmacos sdo os
sistemas matriciais por apresentarem vantagens, tais como: versatilidade, eficacia, baixo custo
e producdo que recorre a equipamentos e técnicas convencionais. Além disso, a utilizacéo de
sistemas matriciais permite a incorporacao de quantidades relativamente elevadas de farmacos
(CHIEN; LIN, 2002; FIALHO et al., 2003; LOPES; LOBO; COSTA, 2005; MRINHO et al.,
2017).

2.3.1 Microesferas

As microesferas sdo sistemas que apresentam uma estrutura do tipo matricial em
pequenas particulas sélidas e esféricas com tamanhos micrométricos, designadas como
microparticulas porosas que promovem a liberacdo controlada do agente ativo (farmaco). Elas
podem ser classificadas em homogéneas, quando o ndcleo se encontra no estado molecular
(dissolvido), ou em heterogénea, quando o nucleo se encontra no estado suspenso (na forma de
particulas) (Figura 10). S&o constituidas de um sistema de matriz polimeérica (natural ou
sintética) contendo o farmaco uniformemente distribuido. (JAIN et al., 2000; MARINHO et al.,
2017).



31

Sistema Reservatorio Sistema Matricial
Microcapsulas Microesferas
Polinuclear Mononuclear Heterogénea Homogénea
Polimero
M Farmaco

Figura 10: Estrutura dos diferentes tipos de microparticulas (Adaptado de Silva et al., 2003).

Nos ultimos anos, o uso de microesferas poliméricas biodegradaveis tem se tornado um
importante recurso para aumentar a eficacia terapéutica de farmacos. Pois, as microesferas
apresentam uma administracéo facil e ndo invasiva, protegendo o principio ativo encapsulado
(FREIBERG e ZHU, 2004; BERKLAND et al., 2004; RIBEIRO-COSTA et al 2009).

Estudos demonstram que as microesferas biodegradaveis podem ser empregadas na
liberacdo de farmacos em doses desejadas e por implantacdo sem procedimentos cirdrgicos. A
biocompatibilidade pode ser através da utilizacao de polimeros naturais, como celulose, quitina,
e quitosana ou pelo emprego de polimeros feitos de mondmeros naturais como acidos lacticos
e glicélicos (FREIBERG; ZHU, 2004).

Muitos compostos bioativos tém sido incorporados em microesferas, como exemplo
temos o farmaco Huperzine A que foi encapsulado com microesferas de copolimero de acido
latico e glicolico (PLGA) no tratamento de pacientes com a doenca de Alzheimer. Os testes in
vivo demonstraram a capacidade das microesferas de PLGA em liberar o f&rmaco encapsulado
durante duas semanas seguidas, conseguindo manter a concentracdo plasmatica do Huperzine
A em um nivel constante (LIU et al., 2005).

O écido usnico foi avaliado encapsulado em microesferas na atividade antitumoral pela
primeira vez por Ribeiro-Costa e colaboradores em 2004. Observou-se que 0 grupo tratado com
0 4cido na sua forma livre apresentou uma inibicdo de 42% das células tumorais em relacdo ao
grupo controle, enquanto que uma inibicdo de 63% para o grupo tratado com o acido
encapsulado nas microesferas resultando na potencializacdo da atividade antitumoral do acido

usnico na sua forma encapsulada com microesferas.
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A acdo do &cido Usnico encapsulado em microesferas de PLGA foi avaliada na
capacidade controlar a formacgao de biofilmes constituidos por Staphylococcus aureus. Os testes
demonstraram uma excelente biocompatibilidade, sugerindo-os como uma alternativa para o
desenvolvimento de melhores superficies atoxicas resistentes a S. aureus a serem utilizadas em
materiais hospitalares (GRUMEZESCU et al. 2014).

Marinho et al. (2017), realizaram estudos sobre toxicidade hepética de microesferas de
PLGA contendo &cido usnico de Cladonia substellata durante a prenhez de ratas Wistar. Nesse
estudo foi demostrado toxicidadade do farmaco encapsulado, porém, em propor¢des bem

menores do que as ja encontradas para o acido Usnico em sua forma livre.

2.4 CARTILAGEM HIALINA

A cartilagem hialina é um tecido conjuntivo especializado e mais frequente no corpo
humano dentre os tipos de cartilagens. Este tecido cartilaginoso apresenta como principais
funcBes: formar o primeiro esqueleto do embrido, proporcionar suporte aos tecidos moles e
revestir as superficies articulares (CHAMBERS et al., 2002; ATTUR et al., 2002; ALBANO et
al., 2005; ATAYDE, 2011).

Este tecido desenvolve a partir do mesénquima, que se condensa para formar centros de
formacdo de cartilagem. As células mesenquimais proliferam e se diferenciam em
condroblastos que sintetizam a matriz organica da cartilagem, como as fibrilas colagenas, e ao
mesmo tempo o tecido cartilaginoso é cercado por um tecido fibroso, o pericéndrio. O
crescimento do tecido cartilaginoso acontece devido a diferenciacdo dos fibroblastos, que se
encontram no pericondrio e se transformam gradualmente em condroblastos caracterizando-se
funcionalmente, como condrécitos (FLETCHER; WEBER, 2004; CHAMBERS et al., 2002).

Os condrocitos sdo células que se apresentam na periferia da cartilagem com forma
alongada, enquanto mais profundamente, sdo arredondados e aparecem em grupos de até oito
células, chamados grupos iségenos. Eles sdo os responsaveis pela sintese dos inimeros
componentes da matriz extracelular da cartilagem, como exemplo dos mais abundantes no
tecido encontramos o colageno e os proteoglicanos (CHAMBERS et al., 2002; ARRUDA,
2010; ATAYDE, 2011).

O colageno e os proteoglicanos, sdo as principais macromoléculas presente na matriz
extracelular do tecido cartilaginoso, representando respectivamente cerca de 10-30% e 5-10%
do peso seco do tecido. Sdo encontradas fibrilas colagenas dos tipos 1X e XI, sendo as mais
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abundantes as fibrilas do tipo Il. Também s&o encontrados &cido hialurdnico, pequenas
quantidades de outras proteinas, lipidios e diversas glicoproteinas (VANWANSEELE,
LUCCHINETTI, STUSSI, 2002; ARRUDA, 2010).

A cartilagem hialina é formada principalmente pelo colageno dos tipos II, IX e XI. O
colageno tipo Il pertence a familia dos colagenos formadores de fibras, sendo o0 mais abundante
no tecido, constituindo cerca de 80-85% do contetdo de colageno na cartilagem. Este colageno
¢ formado por trés cadeias do tipo al e do tipo a2 idénticas. Enquanto o colageno do tipo IX é
da familia dos colagenos associados as fibrilas com tripla hélice ininterruptas e o tipo XI sdo
heterotrimeros, ou seja, sdo formados por trés cadeias a diferentes entre si, € juntos compdem
cerca de 5 a 10% do contetdo de colageno no tecido. A funcdo destes tipos de colageno, é de
se associar ao colageno tipo Il (dominante) e limitar o didmetro da fibra para aproximadamente
15-30nm, como também as de outras proteinas ndo colagenas (GREGORY et al., 2000;
ARRUDA, 2010).

O colageno tipo XI retém um dominio globular ndo tripla hélice e se localiza em grande
parte dentro da fibrila colagena tipo Il ligado através de ligaces cruzadas do tipo aldeido
hidroxilisina. Devido as suas caracteristicas moleculares e localizacdo na fibrila colagenas, elas
sdo fundamentais na fibrinogénese, uma vez que regula o diametro da fibrila impedindo a
adicdo extra de colageno tipo I, e assim garantindo a formacéo de fibrilas finas (ALBANO et
al., 2005; ATAYDE, 2011).

Os proteoglicanos tém peso molecular de aproximadamente 2,5 milhdes de daltons e
sdo formados por varios elementos organizados numa complexa arquitetura aniénica com
funcdo de mola biol6gica. Sua unidade basica sdo os glicosaminoglicanos (GAG), que sdo
altamente sulfatados, que conferem aos proteoglicanos propriedades hidrofilicas. Existem
varios tipos de glicosaminoglicanos, porém na cartilagem sdo encontrados o sulfato de
condroitina e o queratam sulfato. Estes sdo ligados a uma proteina central através de ligacdes
covalentes, formando complexos denominados agrecans, 0s quais se ligam ao acido hialurdnico
através de proteinas de ligacdo (Figura 11) (FRANCO et al., 2009; DE SOUZA; DA SILVA,
2011).
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Figura 11: Representacdo esquematica da organizagdo molecular da matriz extracelular da cartilagem
hialina (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A associacdo da agua presente na cartilagem com os proteoglicanos confere ao tecido
uma tendéncia expansiva, devido a pressdo osmdtica de pro-hidratacdo, que por sua vez é
contida pela grande forca de contencdo exercida pela malha de fibras colagenas, criando uma
consideravel pressdo de expansao dentro do tecido. A composicdo e a complexa organizagédo
ultraestrutural entre o colageno e os proteoglicanos é o que garante as propriedades inerentes a
cartilagem, como compressibilidade, elasticidade e autolubrificagdo dando resisténcia ao tecido
(THEOCHARIS et al., 2010).

A matriz deste tecido também é composta por varios compartimentos que apresenta
perfil morfol6gico e composicdo quimica diferentes. O compartimento adjacente a membrana
dos condrocitos € denominado matriz lacunar ou pericelular, caracterizada pela auséncia de
organizacdo do colageno fibrilar. Em seguida, situa-se a matriz territorial ou capsular que é
composta por uma rede de fibrilas de colageno interligadas garantindo suporte aos condrocitos.
O dltimo e maior compartimento é a matriz interterritorial, a qual contém grande parte das fibras
de colageno e proteoglicanos (ATTUR et al., 2002; ALBANO et al., 2005; ARRUDA, 2010).

Sabendo-se da importancia deste tecido, recentes estudos tém demonstrado que a
administracdo de farmacos sobre a cartilagem hialina, principalmente em periodo critico do
desenvolvimento, tem causado sérios problemas, como exemplo temos os ensaios realizados
por Basu e Wezeman (2000), com o acido valprdico sobre o desenvolvimento embrionarios de
ratos, que afetou a expressdo génica das proteinas da matriz extracelular que constitui a

cartilagem, apresentando alteragdo na condrogénese vertebral lombar dos fetos.
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Em 2008, foram realizados estudos com a ciprofloxacina sobre os discos epifisarios dos
0ssos longos de neonatos de ratos, que mostrou uma reducdo da cartilagem hialina do disco
epifisario dos ratos expostos ao composto (CHANNA et al., 2008).

Parcelli et al. (2015), realizou experimentos em animais de idade juvenil submetidos a
isotretinoina. Este estudo, comprovou intera¢fes negativas do fa&rmaco na cartilagem hialina
durante o desenvolvimento 6sseo, como lentiddo no processo de proliferacdo dos condrdcitos.
Este estudo comprova a vulnerabilidade deste tecido quando exposto a substancias toxicas.

Outro estudo que indica a vulnerabilidade da cartilagem a substancias tdxicas, é o
realizado por Silva (2017), que ao administrar o &cido Usnhico sobre a prole de ratas Wistar
durante a prenhez relatou uma reducdo significativa das areas das zonas de proliferacdo e
hipertréfica, e diminuicdo de colageno na cartilagem hialina dos membros anteriores e

posteriores dos fetos expostos ao composto

2.5 OSSIFICACAO ENDOCONDRAL

O sistema esquelético origina-se de células do mesoderma e da crista neural. Quando a
notocorda e o tubo neural se formam, o mesoderma intraembrionario lateral a estas estruturas,
se espessam, formando duas colunas de mesorderma paraxial. Estas colunas tornam-se
segmentadas em blocos de tecidos mesodérmico, 0s somitos, que aparecem externamente como
elevacdes arredondadas ao longo da superficie dorsolateral do embrido. E a ossificacdo do
sistema esquelético envolve dois processos distintos de osteogénese, que é a ossificacdo
intramembranosa e a ossificagdo endocondral (SERRANO et al., 2006; TRUJILLO, 2007.)

A ossificacdo endocondral é a principal responsavel pelo desenvolvimento dos 0ssos
curtos e longos, apresenta um alto grau de remodelamento e exerce uma grande funcao
metabolica. Este tipo de ossificacdo depende da proliferacdo e diferenciacdo da cartilagem
hialina para sua formagdo. (VELOSA et al., 2003; HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006
PARCCELLI et al., 2015).

Na histogénese da ossificacdo endocondral, o broto dos membros é formado quando o
mesoderma somatico induz a proliferacdo da placa mesoderma lateral, constituindo as primeiras
condensaces de células mesenquimais. As células mesenquimais indiferenciadas iniciam um
processo de proliferacdo, condensacdo e diferenciagdo em condroblastos, 0s quais

caracterizam-se funcionalmente, como condrécitos e sintetizam a matriz extracelular do tecido
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cartilaginoso do tipo hialina com aspecto de um futuro osso. Desta forma, a cartilagem é
circundada por uma delgada camada de tecido 6sseo, depositada sob o pericéndrio, que se
transforma em periodsteo restringindo a passagem de substancias nutritivas para os condrocitos
da regido central da cartilagem, sendo a mesma nutrida por difusdo. Os condrocitos
hipertrofiam, entram em apoptose e ocorre a mineralizagdo da matriz. Os capilares atravessam
0 periésteo, penetram na cartilagem calcificada levando consigo as células progenitoras
hematopoiéticas que se diferenciam em células clasticas e reabsorvem parcialmente a
cartilagem calcificada. Com os vasos sanguineos também chegam células osteoprogenitoras
originadas do periosteo, que ocupam as cavidades deixadas pelos condrdcitos, entram em
divisdo mitotica e se diferenciam em osteoblastos, que sintetizam a matriz organica do tecido
0sseo. E assim, forma tecido ésseo no centro de ossificacdo primario (diafise) (Figura 12)
(OLSEN et al., 2000; KRONENBERG, 2003; SERRANO et al., 2006; TATARCZUCH;
MIRAMS, 2011; ARANA, 2013; LONG; ORNITZ, 2013).
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Figura 12: Representacdo esquematica da formacdo do osso longo a partir de um modelo cartilaginoso
(JUNOUEIRA: CARNEIRO. 2013).

No desenvolvimento dos 0ssos longos, entre a epifise e a diafise, observa-se um disco
de tecido cartilaginoso, o disco epifisario, que é o responsavel pelo crescimento longitudinal do
0sso durante sua formacéo. Este disco cartilaginoso distingue-se em varias regides anatémicas,
como a zona de repouso, que apresenta os condrdcitos aparentemente dispersos e inativos; a
zona de proliferacdo, onde os condrocitos entram em divisdo mitdtica e formam colunas
paralelas; zona hipertrofica, que apresenta condrocitos volumosos e nucleos evidentes; zona
calcificada, onde os condrécitos entram em apoptose e ocorre a mineralizacdo e a zona

ossificada, apresentando tecido ésseo (Figura 13). O desaparecimento deste disco determina a
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parada do crescimento dos ossos, quando eles atingem seu tamanho méximo (figura 12).
(ASZODI et al., 2000; PIZAURO et al., 2002; JUDAS et al., 2012; DOLCI, 2016).

Figura 13: Fotomicrografia do disco epifisario, demonstrando as cinco zonas. Coloragdo: Pararosanilina e
Azul de toluidina. Pequeno aumento (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

As diafises (centro de ossificagdo primario), ao nascimento ja estdo bastante ossificadas.
Enquanto, as epifises (centro de ossificacdo secundario), ainda é cartilaginosa. Grande parte
dos centros secundarios de ossificacdo aparecem nas epifises durante os primeiros anos apos o
nascimento. A ossificacdo se espalha em todas as dire¢Ges, onde ocorre o desaparecimento do
disco cartilaginoso, e somente persiste a cartilagem articular (TRUJILLO, 2007; JUDAS et al.,
2012).

Os trés componentes principais do tecido 6sseo sdo as células osteogénicas, a matriz
organica e inorganica. As células osteogénicas cumprem um papel fundamental, como o0s
osteoblastos, que sdo os responsaveis pela sintese da parte organica da matriz 6ssea. E dentre
as proteinas sintetizadas pelos osteoblastos estdo os colagenos, principalmente, fibras colagenas
do tipo | e proteinas ndo colagenas, como osteopontina, osteocalcina e a sialoproteina dssea,
entre outras. Eles s@o responsaveis ndo s pela formacéo da matriz 6ssea, mas também pela a
sua mineralizacdo. Os ostedcitos, que sdo células altamente ramificadas localizadas em lacunas
6sseas, comunicando entre si e com as células da superficie Ossea, através de uma rede de
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canaliculos, que permitem a passagem de nutrientes e de muitas outras substancias e fornecendo
manutencdo a matriz. Enquanto, os osteoclastos que sdo células de origem hematopoiética,
gigante e multinucleada desempenham uma funcéo essencial na remodelacdo e na renovacéo
do tecido 6sseo (JUDAS et al., 2012; DOLCI, 2016).

Na matriz organica deste tecido as fibras coldgenas é o componente mais abundante,
principalmente, as fibras colagenas do tipo I, os demais tipos de fibras coladgenas, como IlI, IV
e VII aparecem em uma menor quantidade. Estas fibras conferem ao 0sso uma grande
capacidade de resisténcias as forcas de tensdo. Além disso as fibras colagenas participam da
diferenciacdo, adesdo, migracdo e proliferacdo celular. Enquanto na matriz inorganica quem
predomina s&o os cristais de fosfato de calcio depositados como hidroxiapatita, que junto com
as fibras colagenas conferem ao tecido 6sseo propriedades biomecanicas Unicas, bem como
elasticidade ao tecido e a capacidade de resisténcia a propagacao de fissuras. Os cristais de
hidroxiapatita proporcionam ao tecido uma elevada dureza e resisténcia a compressdo
(TRUJILLO, 2007; KEDE; SABATOVICH, 2009; ATAYDE, 2011).

Segundo Serrano et al. (2006) a ossificacdo endocondral envolve processos
influenciados por varios fatores, como enddcrinos nutricionais, celulares histoldgicos e
bioquimicos. Portanto, a administracdo de drogas durante o desenvolvimento deste tipo de
ossificagdo pode acarretar diversos tipos de perturbacdes, como malformacg6es dos membros,
visto que é um processo bem complexo e controlado.

Experimentos realizados com a isotretinoina (acido 13-cis-retindico), um derivado da
vitamina A, que apresenta algumas propriedades farmacoldgicas semelhantes ao acido usnico,
demonstraram efeitos indesejaveis na administracdo deste composto durante o processo de
ossificagdo endocondral em ratos jovens, como lentid&o no processo de proliferacédo celular, na
producdo da matriz ostedide, na formacdo da epifise, diafise, periosteo e mineralizacdo 6ssea.
(PARCCELLI et al., 2015; CAJUEIRO et al., 2014). Este estudo demonstra a vulnerabilidade

do processo de ossificacdo endocondral quando expostos a substancias toxicas.

2.6 COLAGENO TIPO |

O colageno tipo | é o principal componente estrutural da matriz extracelular. Este tipo
de colageno é formado por trés cadeias polipeptidicas, denominadas cadeias a, arranjadas numa
conformacdo de tripla hélice, a qual se estabiliza por pontes de hidrogénio, conferindo a
molécula alta estabilidade, rigidez e forma de bastdo. Cada uma das cadeias de colageno possui



39

uma sequéncia de aminoacidos caracteristica, além de uma série de repeti¢cdes da sequéncia de
amino&cidos Glicina-X-Y, no qual X é frequentemente prolina e Y hidroxiprolina, também
podendo ser ocupadas por outra sequéncia de aminoacidos naturais. As cadeias peptidicas do
tipo o 1 e uma do tipo o 2 (Figura 14) possuem sequencias adicionais de 15 a 20 aminoacidos
que ndo fazem parte da tripla hélice e que sdo denominadas de telepeptideos, também
conhecidos como extensdo ndo colagenosa da molécula. Existem duas extensfes, a
aminoterminal (NH) e a carboxiterminal (COOH). O dominio COOH contém informacdes
esséncias para a formacdo da tripla hélice, enquanto o NH2 apresenta informacg6es importantes
para a regulacdo final do diametro das fibras (KEDE; SABATOVICH, 2009).

O colédgeno € sintetizado no reticulo endoplasmatico granuloso das células
sintetizadoras desta proteina. Sdo sintetizadas cadeias polipeptidicas, que sdo liberadas na
matriz extracelular como um precursor soltvel, o procolageno, que sofre acdo proteolitica para
formar as fibras insolUveis de colageno. Este apresenta duas grandes extensdes de peptideos:
aminoterminal (NH2) e carboxiterminal (COOH), chamados de peptideos de registro. Apés a
secrecdo na matriz extracelular os peptideos sao removidos por proteases especificas chamadas
procolageno peptidases dando origem a uma tripla hélice (tropocolageno) com cerca de 300 nm
de comprimento e 1,5 nm de didmetro, que se agregam e formam fibrilas e se organizam em
fibras colagenas (Figura 15) (CHOI et al., 2007; HYNES, 2009; RODRIGUES, 2009).

8,6 nm

- -

SSSNONSOGNOGND

Figura 14: Representacdo esquematica da tripla hélice. Cadeias peptidicas do tipo o 1 (amarelo), cadeia
peptidica do tipo a 2 (vermelho). Barra demonstra distancia (8,6nm) de uma volta completa da hélice

(JUNOUEIRA: CARNEIRO. 2013).



40

DNA Ndacleo
B (3D Transcrigfio no nicleo

(2 Tradugao do
pré-pré-colageno no RER
no RER

D Ve® (@ aGlicosila
(0 A clo (A)
DA A =D no RER

(5) Formag#o da tripla hélice

do pré-colageno no RER

\/‘\/
oy 4
D % eV %6 Vi (@ Cilivagem dos pré.

para formar a molécula
1 de tropocolageno

@ cao do pré ho
através da rede trans do
Golgi

AN MPRRORNRNNNZ (B)  Autoformaciio espontanea
DO, PRI o Toooar Toma

SRR TR PRRERRKNTRRNGR colagena
MURPNDRXDIRS,. TR

SRR RN REANSZZNN

Figura 15: Representacio esquemética das etapas da biossintese do colageno (GREGORIO, 2011).

Na sua composi¢do quimica os aminoacidos mais significativos consistem em: 33% de
Glicina, 12% de Prolina e 11% de hidroxiprolina, 0,7% de Hidroxilisina. Os residuos de
Tirosina encontram-se exclusivamente na regido dos telopeptideos, que correspondem as
regibes ndo helicoidais do tropocolageno. Enquanto os aminoacidos polares correspondem a
quase 40% da molécula, 11% séo basicos e 9% sdo acidos, os demais 17% correspondem a
amino&cidos hidroxilados. Aproximadamente 4% dos residuos correspondem a amidas de
aspartato e glutamico (Glu). Uma caracteristica que diferencia o coldgeno de outras proteinas €
a presenca de alta concentragédo de glicina seguida de prolina e hidroxiprolina que tem origem
através da hidroxilacdo dos residuos de lisina e prolina apds o processo de traducao (GOISSIS,
2007; RODRIGUES, 2009).

Esta fibra coldgena apresenta uma unidade fisica conhecida como “periodo D”, a qual
tem participacdo no controle de eventos biologicos que dependem da adesdo celular sobre a
matriz extracelular para desencadear a expressao da atividade. Este “periodo D” é caracterizado
por apresentar uma distribuicdo ordenada de aminoécidos que tem origem na interacdo
particular das moléculas de tropocolageno para formacao das estruturas fibrilares que compdem
a tripla hélice. Estas interacGes sdo dependentes das alteracGes bioquimicas, assim como da
acdo mecénica sobre os tecidos. Estes processos sdo afetados pela simples presenca da

sequéncia de aminoacidos arginina, glicina e aspartato na estrutura priméaria do colageno tipo |,
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ou em outras proteinas na matriz extracelular, como a fibronectina. Esta sequéncia de
aminoacidos é um dos determinantes mais importante para adesdo celular da matriz extracelular
(CHOI et al., 2007; HYNES, 2009; RODRIGUES, 2009).

Existem uma variedade de tipos de colagenos, sendo o coladgeno do tipo I 0 mais
importante. Estudos tém demonstrado que o colageno do tipo | ndo é responsavel somente pela
manutencdo da integridade da maioria dos tecidos, mas também pela funcionalidade dos tecidos
por ter uma interacdo com as células presentes na matriz extracelular (GOISSIS, 2007; HAY,
2013).

O colégeno tipo | representa 90% do colageno existente, estimou superficialmente que
0 niimero de mondmeros de colageno tipo | no homem adulto é de cerca de 102! unidades, sendo
a molécula biolégica com maior numero de dominios funcionais existente no reino animal
(GOISSIS, 2007).

A parte orgénica da matriz extracelular do tecido 6sseo é formada principalmente por
fibras coldgenas do tipo I. As moléculas de colageno estdo unidas por trés residuos do
aminoacido hidroxilisina, lisina ou seus derivados de maneira que cada duas moléculas de
colageno estdo unidas entre si por uma estrutura ciclica fluorescente chamada piridinolina
(GOISSIS, 2007; RODRIGUES, 2009).

Pesquisas relatam que administracdo de drogas tdxicas, como exemplo o &cido Unisco
podem afetar a estrutura do coldgeno pela oxidacdo ou pela degradacdo proteolitica
modificando sua atividade de crescimento e inducdo da proliferacdo celular (VARANI et al.,
2006).

Estudos realizados com pefloxacina sobre os tenddes de Aquiles de camundongos,
demonstraram danos oxidativos nas cadeias o 1 € a 2 do colageno tipo I e consequentemente,
uma diminuicado da sintese de colageno nos tend6es dos camundongos (SIMONIN, et al., 2000).

Experimentos realizados com a inducdo da TNF- a sobre fibroblastos cultivados
apresentaram diminuicdo na transcricdo do gene do colageno, nos niveis de mRNA do colageno
e na producéo de colageno atraveés dos fibroblastos cultivados, causando uma inibicao de quase
50% da sintese de colageno tipo | (SOLIS-HERRUZO et al., 2005). Estes estudos, demonstram
a importancia do colageno, principalmente, do colageno tipo | para o desenvolvimento dos

tecidos, e como também mostra a vulnerabilidade dessas fibras a substancias toxicas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL LIQUENICO

O liquen Cladonia substellata (AHTI) foi coletado no Municipio de Mamanguape sob
as coordenadas (06° 50" 19" S 35° 07" 34" W), no estado da Paraiba, Nordeste do Brasil. O acido
usnico, substancia principal do estudo, foi isolado, purificado e caracterizado conforme
metodologia pré-estabelecida no Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

3.2 PREPARACAO DE MICROESFERAS DE PLGA CONTENDO ACIDO USNICO

As microesferas foram preparadas pelo método de emulsdo multipla com evaporacao
do solvente de acordo com Ribeiro-Costa et al. (2004), em parceria com o Laboratério de
Imunopatologia Keiso Asami-LIKA/UFPE. Uma emulsdao simples A/O foi preparada
dissolvendo-se 450 mg de PLGA e 10 mg de acido usnico em 12 mL diclorometano. A solucgéo
organica foi emulsificada (Ultra-Turrax T25, IKA, Alemanha) com 400 mg de PEG em agua
por 60 segundos a 8.000 rpm utilizando banho de gelo. A emulsdo formada foi adicionada a
uma fase aquosa constituida por 50 mL de PVA 0,5% e emulsificada por 30 s a 8.000 rpm,
resultando em uma emulsdo mdaltipla A/O/A. A emulsdo resultante foi mantida sob agitacéo
mecanica em um agitador de palheta a 400 rpm por 4h para evaporacdo do solvente. As
microesferas foram recuperadas através de centrifugacdo (centrifuga Kubota KN-70, Japdo) a
3.000 rpm durante 10 min, lavadas trés vezes com 25 mL de agua destilada e dispersas no
crioprotetor trealose 1% (m/v). Em seguida, as microesferas foram congeladas a -80°C por 48h
para liofilizacdo (EZ-DRY, FTS System, EUA). Apds liofilizacdo, as microesferas foram
acondicionadas em dessecador a 25°C + 1 °C.

3.3 ENSAIOS DA EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DAS MICROESFERAS DE PLGA

A eficiéncia de encapsulacdo do acido Usnico nas microesferas foi determinada por
espectrofotometria (Ultrospec 3000 Pro, Amersham Pharmacia Biotech, EUA). Amostras de
microesferas liofilizadas (11,5 mg) foram diluidas em 25 mL de uma mistura de diclorometano
e metanol (3:2) e submetidas a sonicagdo durante 10 min. Uma aliquota da solucéo foi diluida

até a concentragdo tedrica de 6 pg.mL-1. O acido Usnico foi determinado em 254 nm de
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comprimento de onda, utilizando-se curva padrdo na faixa de concentracéo de 2-14 pg.mL-1
em acetonitrila. Microesferas da formulacéo placebo foram submetidas ao mesmo método de
doseamento para demonstrar a auséncia de interferéncia dos constituintes da formulacdo. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

3.4 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas 12 ratas Wistar fornecidas pelo biotério do Departamento de Nutricdo
da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, pesando cerca de 250-300 g, virgem e com
60 dias de vida. Foram analisados seis animais de cada prole em estudo totalizando 72 fetos
analisados. Os animais foram mantidos em gaiolas enfileiradas com ambiente climatizado em
fotoperiodo (12 horas claro/12 horas escuro) a uma temperatura controlada de 24 °C + 1 °C com
exaustdo de ar, e livre acesso de alimento ad libitum e agua durante os experimentos. Os
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Pernambuco (processo n® 23076.029828/2013-94).

3.5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Inicialmente, as fémeas foram submetidas ao estudo do ciclo estral, no intuito de se
determinar o periodo fértil. Apds a confirmacdo do periodo de ovulacdo, as fémeas foram
pareadas com machos (2:1), overnigth, e o acasalamento confirmado no dia seguinte com a
presenca do "plug" (massa esbranquicada de espermatozoides na abertura vaginal) ou pela
presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal. As primeiras 24 horas apds a confirmacédo
do acasalamento foram consideradas como dia zero de gestagéo (DO).

As fémeas foram distribuidas aleatoriamente no grupo controle (n=6) e tratado (n=6).
Os animais do grupo controle receberam 1,0 ml de solucéo fisioldgica, enquanto os do grupo
tratado receberam uma solugdo com acido Usnhico purificado na dose de 25 mg/kg de peso
corporal diluido em 1,0 ml de solucéo fisiologica. Dose calculada com base no estudo da DL50
(Dose Letal que mata 50% dos animais). A administracdo foi do 6° ao 15° dia de gestacdo, por
via oral (gavagem), dose diéria.

No final da gestacdo as fémeas foram eutanasiadas pela administragao de cetamina (80
mg/kg) e xilazina (8 mg/kg) associado ao Tiopental (100 mg/kg), por via intramuscular. O
procedimento de cesarea foi realizado para abertura do utero de cada fémea e a retirada dos
fetos. Em seguida, os fetos foram eutanasiados e realizado a coleta dos seus membros anteriores

e posteriores.
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3.6 ANALISES HISTOMORFOMETRICAS

Para registro de anormalidade nos membros anteriores e posteriores dos fetos, foram
analisados os discos epifisarios e a quantidade de coladgeno do tipo | presente no fémur dos
membros posteriores e no umero dos membros anteriores dos fetos de cada prole em estudo.
Apbs a eutanasia dos fetos, 0s membros anteriores e posteriores foram coletados e submetidos
a analise histologica. O material foi mantido em formaldeido a 10% neutro tamponado (NBF)
por 24 horas, processados e submetidos a técnica histoldgica de rotina para inclusdo em
parafina. Os blocos obtidos foram cortados em 4 um de espessura, corados com Hematoxilina
e Eosina (H&E) e Picrosirius Red. Em seguida, as laminas coradas com H&E foram
fotografadas e analisadas em aumento total 40X, 100X e 400X através do programa Motic®
Imagens Plus 2.0 com uma camera digital acoplada ao computador e ao microscopio optico
(Olympus BH-2, Japan). Enquanto, as laminas coradas com Picrosirius Red foram fotografadas
e analisadas na objetiva de 40X através do programa ISCapture (versdo 4.1) com uma camera
digital acoplada ao computador e ao microscépio 6ptico (Lumen-LM3100TLi) com sistema de
polarizacdo de luz. Foram obtidas das preparacdes histoldgicas 10 fotomicrografias em cada
aumento.

Para analise morfométrica das fotomicrografias foram submetidas as devidas
mensuragOes, utilizando o software ImageJ versdo 1.44 (Research Services Branch, U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Para obter a area das zonas de proliferacdo
e hipertréfica foi mensurada a area total da cartilagem hialina em transicdo (processo de
ossificacdo endocondral), e em seguida foram mensuradas as areas de proliferacdo e
hipertréfica dos condrécitos. Os valores das referentes areas foram divididos pelo o valor da
area total da cartilagem hialina obtendo a porcentagem de cada area. Na obtencédo da quantidade
de condrdcitos na zona de proliferacdo e na zona hipertréfica foi quantificado os condrocitos
presente em cada fotomicrografia referente a cada zona. Na mensuracdo da area celular dos
condrdcitos em proliferacdo e hipertréficos foram mesuradas 1000 células de cada grupo em
micrémetros quadrados (um?). Na quantidade de colageno do tipo | presente no tecido 0sseo
foi obtido o percentual de colageno presente em cada fotomicrografia. As fibras de colageno
presente foram quantificadas através da selecéo de tonalidades birrefringentes avermelhadas ou
alaranjadas, correspondente as bandas de colageno polarizadas do tipo I (MONTES;
JUNQUEIRA, 1991).
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3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Foi realizado o teste estatistico de anormalidade Kolmogorov-Smirnov, e em seguida 0s
dados foram avaliados estatisticamente através do teste U de Mann-Whitney (software SPSS,
versdo 15.0), com significancia p <0,05. Os resultados experimentais estdo expressos no

formato de média £ desvio padréo (DP).
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4 RESULTADOS

4.1 OBSERVAGAO HISTOLOGICA DA OSSIFICACAO ENDOCONDRAL DOS
MEMBROS ANTERIORES E POSTERIORES DOS NEONATOS.

A figura 16 (A e B) mostra o desenvolvimento da ossificacdo endocondral dos membros
anteriores e posteriores da prole de ratas Wistar do grupo controle (A) e tratado na dose de 25
mg/kg/dia de acido usnico encapsulado em microesferas de PLGA por via oral (B). Nas
observacgdes histoldgicas dos membros anteriores e posteriores 0s centros de ossificacdo
secundarios (epifises) dos neonatos exibiram molde de cartilagem hialina intacta (setas) no
grupo tratado (Figura 16 B), em relacdo ao grupo controle foram similares (Figura 16 A). Como
também os centros de ossificagdo primérios (diafises) apresentaram totalmente ossificados
(cabeca de setas) em ambos os grupos (Figura 16 A e B).

Figura 16. Fotomicrografia do fémur da prole de ratas Wistar do grupo controle (A) e grupo tratado com cido
Usnico encapsulado em microesferas de PLGA na dose de 25 mg/kg/dia por via oral (B). Visualizacdo das
epifises em molde de cartilagem hialina (setas), diafise com tecido 0sseo (cabega de seta). Coloracéo

Hematoxilina e Eosina. Barra de Escala: 100 um.

4.2 AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA DAS ZONAS DO DISCO EPIFISARIO DOS
MEMBROS ANTERIORES E POSTERIORES DOS NEONATOS.
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Os resultados das observages histoldgicas das zonas do disco epifisario dos membros
anteriores e posteriores da prole de ratas Wistar estdo representados na figura 17 (A e B). No
disco epifisario foi observado cinco zonas: zona de repouso contendo condrocitos com formato
arredondado, situados em lacunas envolvido na matriz cartilaginosa, dispersos e sem alteracao
morfoldgica (asteriscos); zona de proliferacdo com os condrocitos em multiplicagdo mitética
apresentando um formato achatado, formando colunas longitudinais e paralelas entre si (setas
menores); a zona hipertréfica com condrocitos com formato arredondado, bastante volumosos,
nucleos bem evidentes e entre eles células entrando em apoptose (barras); zona calcificada onde
observamos 0 seu comeg¢o com o término da apoptose e a deposicdo de minerais para a
composic¢do do tecido 6sseo (setas maiores); e em seguida a zona de ossificagdo constituida de
osteoblastos com um formato cuboide e situado na periferia do tecido, os ostedcitos com um
formato achatado e situados em lacunas no interior da matriz (cabecas de setas). Em sintese,
nas zonas do disco epifisario dos membros anteriores e posteriores dos neonatos ndo foram
observadas alteracdo morfolégica do grupo tratado, quando comparado ao grupo controle.

Na avaliacdo histomorfométrica da area das zonas de proliferacdo (setas menores) e
hipertréfica (barras) do disco epifisario representadas na figura 17 ndo foi observado diferencas
significativas entre os grupos analisados. A tabela 1 expressa os valores quantitativos da area

das referentes zonas.



Figura 17. Fotomicrografia do disco epifisario do fémur da prole de ratas Wistar do grupo controle (A) e grupo

tratado com o 4cido Usnico encapsulado em microesferas de PLGA na dose de 25 mg/kg/dia por via oral (B).
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Visualizacdo da zona de repouso (asterisco), zona de proliferagcdo dos condrdcitos (setas menores), zona de

condrécitos hipertroficos (barras), zona calcificada (setas maiores), zona de ossificagdo (cabecas de setas).

Coloracdo Hematoxilina e Eosina. Barra de Escala: 100 um.

Tabela 1 Avaliacéo histomorfométrica da area das zonas de proliferacéo e hipertréfica do disco epifisario dos

membros anteriores e posteriores dos neonatos expostos ao &cido Usnico encapsulado em microesferas de

PLGA na dose de 25 mg/kg/dia por via oral (tratado) e do grupo controle. Dados expressos com média + desvio

padréo (DP).
Membros Zonas mensuradas Grupo Grupo Tratado Valor- p
(%) Controle (Média = DP)
(Média + DP)

Proliferagdo 48,34 + 8,34 49,30+ 9,35 0,354
Anteriores

Hipertrofica 51,65 + 8,34 50,69 + 9,35 0,357

Proliferagéo 47,59 + 8,20 49,14+ 8.09 0,595
Posteriores

Hipertréfica 52,40+ 8,20 50,85 + 8,09 0,595
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4.3 AVALIACAO HISTOMOFORMETRICA DOS CONDROCITOS NAS ZONAS DE
PROLIFERACAO E HIPERTROFICA DO DISCO EPIFISARIO DOS MEMBROS
ANTERIORES E POSTERIORES DOS NEONATOS.

Nos resultados da area celular dos condrocitos em proliferagdo (Figura 18 B) e
hipertréficos (Figura 19 B) no disco epifisario dos membros anteriores e posteriores dos fetos
do grupo tratado apresentaram diferencas significativas (p=0,001) em relacdo ao grupo controle
(Figura 18 A, 19 A). A tabela 2 expressa os valores quantitativo da area celular dos condrocitos
em proliferacéo e hipertroficos.

Na avaliacdo do numero de condrdcitos hipertréficos no disco epifisario dos membros
anteriores e posteriores dos fetos no grupo tratado (Figura 19 B), ndo foi observado diferencas
significativas (p= 0,269/0213) em relag¢do ao grupo controle (Figura 19 A). Entretanto, houve
diferencas significativas (p= 0,001) no nimero de condrécitos em proliferacdo no grupo tratado
(Figura 18 B), quando comparado com o grupo controle (Figura 18 A). Os respectivos valores

estdo descritos na tabela 3.

:-‘.':f“'/a: A “ :’ * T v e b A . ‘ — F :
Figura 18. Fotomicrografia dos condrécitos em proliferagéo (setas) no disco epifisério do fémur da prole de
ratas Wistar do grupo controle (A) e grupo tratado com acido Usnico encapsulado em microesferas de PLGA

na dose de 25 mg/kg/dia por via oral (B). Coloragdo Hematoxilina e Eosina. Barra de Escala: 100 pum.
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Figura 19. Fotomicrografia dos condrdcitos hipertrdficos (setas) do disco epifisario do fémur da prole de
ratas Wistar do grupo controle (A) e grupo tratado com acido Usnico encapsulado em microesferas de
PLGA na dose de 25 mg/kg/dia por via oral (B). Coloragdo Hematoxilina e Eosina. Barra de Escala: 100

um.

Tabela 2. Avaliacio da area (um?) celular dos condrdcitos presentes nas zonas de proliferacdo e
hipertrdfica do disco epifisario dos membros dos neonatos expostos ao &cido Usnico encapsulado em

microesferas de PLGA na dose de 25 ma/ka/dia nor via oral (tratado) e do aruno controle. Dados exnressos

Membros Zonas de mensuracgao Grupo Grupo Tratado Valor- p
Controle (Média + DP)
(Média + DP)
Proliferacdo 81,75 + 22,46 74,30 £ 19,65 0,001
Anteriores
Hipertrofica 50,52 + 10,61 49,03+8,72 0,269
Proliferacdo 84,58 + 18,92 76,40+ 18,85 0,001

Posteriores
Hipertréfica 52,66 + 8,72 50,39 + 8,26 0,213
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Tabela 3. Analise do nimero de condrécitos nas zonas de proliferagéo e hipertrofica do disco epifisario
dos membros de neonatos expostos ao acido Usnico encapsulado em microesferas de PLGA na dose de
25 mg/kg/dia por via oral (tratado) e do grupo controle. Dados expressos com média + desvio padrdo
(DP).

Membros Zonas de mensuracao Grupo Grupo Tratado Valor- p
(um?) Controle (Média + DP)
(Média + DP)
Proliferagdo 76,55 + 21,24 60,22+ 18,63 0,001
Anteriores
Hipertréfica 401,66 £+92,65 337,32 +68,25 0,001
Proliferagdo 76,46 + 20,43 66,18 + 19,41 0,001

Posteriores
Hipertrofica 385,44+ 90,03 315,69 +64,37 0,001

4.4 AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA DAS FIBRAS DE COLAGENO TIPO |
PRESENTE NO TECIDO OSSEO DOS MEMBROS ANTERIORES E POSTERIORES DOS
NEONATOS.

Na matriz extracelular do tecido 6sseo das diafises foi observado fibras colagenas tipo
| (setas) estendidas por toda a extensdo em paralelo entre si, com tonalidades birrefringentes
avermelhadas tanto no grupo tratado (Figura 20 B e 21 B) como no grupo controle (Figura 20
A e 21 A). A tabela 4 representa a analise histomorfométrica das fibras colageno do tipo |
(figuras 20 e 21 - setas) nos membros anteriores e posteriores dos neonatos do grupo tratado e
controle. Os membros anteriores do grupo tratado ndo apresentaram diferencas significativas,
qguando comparado ao controle (p= 0,172). Por outro lado, nos membros posteriores do grupo
tratado mostraram diferencas significativas em relagéo ao grupo controle (p=0,001).
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Figura 20. Fotomicrografia das fibras de colageno tipo I (setas) presente no tecido 6sseo do imero da prole de
ratas Wistar do grupo controle (A) e grupo tratado com &cido Ushico encapsulado em microesferas de PLGA

na dose de 25 mg/kg/dia por via oral (B). Coloragdo Picrosirius Red. Barra de Escala: 100 um.

Figura 21. Fotomicrografia das fibras de colageno tipo | (setas) presente no tecido ésseo do fémur da prole de
ratas Wistar do grupo controle (A) e grupo tratado com &cido Usnico encapsulado em microesferas de PLGA

na dose de 25 mg/kg/dia por via oral (B). Colora¢do Picrosirius Red. Barra de Escala: 100 um.
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Tabela 4. Avaliagao histomorfométrica das fibras colagenas tipo | presente no tecido ésseo dos membros de
neonatos expostos ao 4cido Usnico encapsulado em microesferas de PLGA na dose de 25 mg/kg/dia por via
oral (tratado) e do grupo controle. Dados expressos com média + desvio padréo (DP).

Membros Grupo Controle Grupo Tratado Valor-p
(Média = DP) (Média = DP)
Anteriores 5,04 £ 3,22 4,49+ 2,96 0,172

Posteriores 4,71 + 3,29 3,35+ 2,35 0,001
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5 DISCUSSAO

Ensaios preliminares da toxicidade reprodutiva do &cido Usnico durante o periodo
gestacional relatam relevantes sinais de toxicidade na prole de ratas prenhes tratadas com o
composto na sua forma livre na dose de 25 mg/kg/dia por via oral, como a presenca de
malformacdes dos membros anteriores e posteriores dos neonatos. Este estudo demonstra a
capacidade do acido Usnico de promover o aparecimento de anormalidades no desenvolvimento
anatomico dos fetos (SILVA et al., 2017).

No presente estudo foi verificado que nao houve diferencas histomorfométricas
significativas nas areas das zonas de proliferacdo e das zonas hipertréficas do disco epifisario
durante o processo da ossificacdo endocondral entre o grupo controle e o grupo tratado. Porém,
na éarea celular dos condrécitos presente nas zonas analisadas apresentaram meédias menores
comparado ao grupo controle. Segundo Pramyothin et al. (2004), o &cido Usnico é capaz de
afetar a integridade da membrana plasmatica celular e causar destruicdo da funcéo mitocondrial,
pela perda do controle da respiragdo celular e na sintese de ATP podendo causar alteracGes no
desenvolvimento, morfologia e até mesmo a morte celular. Embora, estes resultados
apresentem toxicidade do acido Usnico encapsulado a nivel celular, indica uma reducéo da sua
toxicidade por encapsulacdo em microesferas de PLGA, quando comparado com a sua forma
livre.

Enguanto, ao menor nimero de condrécitos nas zonas de proliferacdo do grupo tratado
pode estar relacionado a interacdo das proteinas da matriz extracelular com os receptores da
superficie celular que interagem diretamente, iniciando vias de transducéo de sinal e induzindo
diferentes processos, como a proliferagdo celular. E tendo em vista, que o &cido Ushico age na
integridade da membrana plasmatica celular, 0 mesmo pode afetar as interacdes das proteinas
com os receptores da superficie celular (PRAMYOTHIN et al, 2004; IRVING-RODGERS et
al., 2010; DE SOUZA et al., 2011).

Nas analises da quantidade de colageno do tipo | presente no tecido 6sseo dos membros
dos fetos tratados, 0s membros anteriores ndo apresentaram médias significativas em relacao
ao grupo controle. Em contrapartida, os membros posteriores apresentaram uma diminuigéo
significativa em relagdo a média comparada ao grupo controle, tendo relagdo com o
desenvolvimento embrionario dos membros dos neonatos, visto que 0os membros anteriores se
desenvolvem primeiro do que os posteriores. Uma vez que, a administracdo do composto no
presente estudo foi realizada a partir do 6° dia de gestacdo. E conforme a literatura, neste periodo

de desenvolvimento embrionario dos ratos, a osteogénese dos membros anteriores ja se
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encontram preestabelecida. Desta forma, a administracdo de farmacos durante o periodo de
desenvolvimento dos membros pode desencadear diferentes respostas em ambos 0s membros
(CARMO; PETERS; GUERRA, 2004; TIBONI et al., 2006).

Conforme Manela-Azulay et al. (2003), a sintese de colageno pode ser influenciada pela
exposicao a substancias toxicas, que podem inibir a acdo de algumas enzimas, como a prolina
hidroxilase e a lisina hidroxilase responsaveis pelo processo de hidroxilagdo durante a sintese
de colageno. Desta maneira, o efeito do acido Usnico pode estar relacionado a inibicéo da acéo
destas enzimas, e consequentemente, resultando em uma menor quantidade de colageno. Sendo
necessarios realizagbes de estudos mais detalhados, como moleculares e bioquimicos para
afirmar com maior exatiddo esta hipotese (GUSTAFSSON et al., 2003; SILVA & PENNA
2012).

Apesar do acido Usnico na sua forma encapsulada na dose de 25 mg/kg/dia por via oral
ter apresentado toxicidade no desenvolvimento da ossificagdo endocondral dos neonatos,
podemos dizer que o presente estudo apresentou um nivel de toxicidade moderada quando
comparada com a administracdo do &cido usnico na sua forma livre na dose de 25 mg/kg/dia
por via oral (Silva et al., 2017). Deste modo, indica que a encapsulacédo € capaz de reduzir 0s
efeitos toxicos sobre o desenvolvimento dsseo causado por essa substancia.

Machida et al. (2000), avaliaram o CPT-11 encapsulado em microesferas de PLGA
sobre células cancerigenas em ratos. Os resultados demonstraram que a encapsulacdo do
farmaco ndo sO potencializou a sua atividade antitumoral, como também diminuiu a sua
toxicidade. Desde modo, este estudo confirma a eficacia das microesferas de PLGA em
diminuir efeitos toxicos.

Em anos seguintes, foi analisada a atividade antimetastatica e a toxicidade sistémica da
camptotecina encapsulada em microesferas, e na sua forma livre em camundongos. Os dados
revelaram que o farmaco encapsulado apresentou atividade antimetastatica semelhante ao da
sua forma livre, mas a sua toxicidade sistémica, tais como perda de peso, sobrevivéncia dos
animais e contagem de neutrofilos foi bem menor em relagdo ao composto na sua forma livre.
Este estudo, confirma a diminuicdo de efeitos toxicos de drogas através de alternativas
inovadoras, como a encapsulacéo (DORA et al., 2006).

Pesquisas sobre a toxicidade hepatica de microesferas de PLGA contendo acido Usnico
na dose de 25 mg/kg/dia durante o periodo gestacional de ratas Wistar relatam toxicidade do
farmaco encapsulado, porém, em proporgdes bem menores do que as ja encontradas para 0

acido usnico em sua forma livre (MARINHO et al., 2017). Diante desses achados, conclui-se
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que a toxicidade do composto pode ser minimizada por meio da sua encapsulagdo por
microesferas de PLGA.

Estes estudos citados no presente trabalho, confirmam que os sistemas de liberacédo
controlada reduzem os efeitos colaterais e assegura uma maior biodisponibilidade aos farmacos.
E quando comparados aos sistemas convencionais de administracdo de farmacos, os sistemas
de liberacdo controlada oferecem a grande vantagem de manter a concentracdo do farmaco
constante na faixa terapéutica por um periodo prolongado aumentando a eficacia terapéutica e
diminuindo significativamente a toxicidade (HENRIQUE et al., 2006).

Portanto, o modelo experimental utilizado no presente trabalho demonstrou que a
administragdo do &cido Usnico na sua forma encapsulada em microesferas de PLGA na dose de
25 mg/kg/dia por via oral apresenta uma toxicidade moderada sobre o desenvolvimento 6sseo.
Demonstrando que a toxicidade do composto pode ser minimizada por meio da sua

encapsulacdo em microesferas de PLGA.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos e 0 modelo experimental utilizado, é possivel concluir
que a administragdo do &cido Usnico encapsulado em microesferas de PLGA reduz
moderadamente a toxicidade do composto. Desta forma, esse estudo sugere que a liberacéo
controlada do acido usnico de Cladonia substellata encapsulado em microesferas de PLGA

minimiza os efeitos toxicos sobre o desenvolvimento 6sseo da prole de ratas Wistar.
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